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Bescheinigung 



Die Immundiagnostik in Bensheim/Deutschland und die Biomedica GmbH in 
Wien/Osterreich haben eine Patentanmeldung unter der Bezeichnung 

"Funktionelle Vitamin-D-Derivate und Verfahren zur Bestimmung 
von 25-Hydroxy- und 1^25-DI-Hydroxy-Vitamin-D" 

am 4. September 1998 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht. 

Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprungli- 
chen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vorlaufig die Symbole 
C 07 C und G 01 N der International Patentklassifikation erhalten. 




Munchen, den 13. August 1999 
Deutsches Patent- und Markenamt 
Der President 



Aktenzeichen: 198 40 435.2 



Im Auftrag 



Wehner 



PRIORITY 
DOCUMENT 

SUBMITTED OR TRANSMITTED IN 
COMPLIANCE WITH RULE 17.1(a) OR (b) 



# 

■* ■ 

J 'immundiagnostik et al 

FUNKTIONELLE VITAMIN-D-DERIVATE UND VERFAHREN ZUR 
BESTIMMUNG VON 25-HYDROXY- UND la , 25 -DIHYDROXY- VITAMIN-D 

5 Die Erfindung betrifft Derivate von 2 5-Hydroxyvitamin-D, 
deren Herstellung sowie Verfahren zur Bestimmung von 
25 -Hydroxy- und 1 , 25 -Dihydroxy-Vitamin-D in Proben. 

Die D-Vitamine oder Calciferole entstehen aus ihren 

10 Provitaminen durch eine Sonnenlicht -katalysierte Spaltung 
des B-Rings im Sterangerust . Ihre wichtigsten Vertreter 
sind Vitamin-D 3 (Cholecalcif erol) und Vitamin-D 2 (Ergo- 
calciferol) , welche sich nur in den Seitenketten gering- 
fiigig unterscheiden, die aber - soweit bekannt - gleich 

15 metabolisiert werden und identisc.he biologische Wirkungen 
besitzen. Wahrend Provitamin-D 2 mit der Nahrung 
aufgenommen werden muss, kann das Provitamin-D 3 im 
menschlichen Organismus gebildet werden. Soweit durch 
Indizes nicht naher bezeichnet, umfasst die Bezeichnung 

20 Vitamin-D nachstehend allgemein alle Vitamin-D-Formen . In 
der Haut gebildetes oder mit der Nahrung aufgenommenes 
Vitamin-D wird im Plasma vom Vitamin-D-Bindungs- oder 
-Transportprotein (DBP) gebunden, zur Leber transportiert 
und dort zu 25-Hydroxyvitamin-D (25-OH-D) metabolisiert. 

25 Das Vitamin-D-bindende Protein DBP ist auch als Gc- 
Globulin oder group specific component bekannt (John G. 
Haddad in J. Steroid Biochem. Molec . Biol. (1995) 53., pp 
579-582) . Uber 95% des im Serum messbaren 25-Hydroxy- 
vitamin-D ist in der Regel 25 -Hydroxyvitamin-D 3 . 

30 2 5-Hydroxyvitamin-D 2 wird nur in hoheren Anteilen gefun- 
den, wenn die Person unter einer Medikation mit Vitamin-D 2 
steht oder, wie in den Vereinigten Staaten haufig 
praktiziert, die Nahrung mit Vitamin-D 2 angereichert wird. 

35 2 5-Hydroxyvitamin-D ist der vorherrschende Vitamin-D- 
Metabolit im Blutkreislauf und seine Konzentrat ion im 
Serum beschreibt allgemein den Vitamin-D-Status , d.h., 




inwieweit dem Organismus Vitamin-D zur Verfugung steht. 
25-Hydroxyvitamin-D wird bei Bedarf in der Niere zu 
la, 25-Dihydroxyvitamin-D metabolisiert , einer hormon- 
artigen Substanz mit hoher biologischer Wirkung. Die 
Bestimmung von la , 2 5-Dihydroxyvitamin-D gibt an, wieviel 
Vitamin-D sich in der aktivierten Form befinden. 

Die Bestimmung von 25-Hydroxyvitamin-D in einer Probe er- 
folgt bevorzugt nach dem Prinzip der kompetitive Protein- 
bindungsanalyse, wobei anhand der Verdrangung von radio - 
aktivem 2 5-Hydroxyvitamin-D von den Bindungsstellen eines 
Vitamin-D-bindenden Proteins das in der Probe vorhandene 
25-Hydroxyvitamin-D quant if iziert wird. Daneben haben 
sich seit einigen Jahren Radioimmunoassays mit 125 I- _ 
markierten Vitamin-D-Derivaten und Antikorpern gegen 
Vitamin-D-Derivate in der Diagnostik etabliert. Die Anga- 
ben zum iiblichen 25-Hydroxyvitamin-D-Spiegel im Serum 
schwanken je nach Labor. Es besteht aber Einigkeit dahin, 
dass die Konzentration von 2 5-Hydroxyvitamin-D im Serum 
in der Regel groSer als 5 ng/ml und kleiner als 80 ng/ml 
ist. Die kompetitive Proteinbindungsanalyse verlangt den 
Einsatz eines radioaktiven Vitamin-D-Derivats , welches 
das gleiche Proteinbindungsverhalten besitzen muss wie 
25-Hydroxyvitamin-D. Ahnliches gilt auch fur die kompeti- 
tive Bindungsanalyse fur das biologisch aktive la, 25- 
Dihydroxyvitamin-D oder andere Vitamin-D-Metaboliten . 

Die europaischen Patentschrif ten 0 312 360 und 0 363 211 
sowie Tanabe et al . (J. Chem. Soc . , Chem. Commun. 1989, 
pp. 1220-1221 und J. Nutri. Sci. Vitaminol. (1991) 12, 
pp. 139-147) offenbaren verschiedene 12S Iod-markierte 
Hydroxy- und Dihydroxyvitamin-D-Derivate und deren Ver- 
wendung in Bindungsanalysen. Nachteilig an diesen 
Derivaten ist, dass sie problematisch herzustellen und 
extrem labil sind. Licht, radioaktive Strahlung, 
Protonen, Wasserstoff, Enzyme, freie Radikale oder die 
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Gegenwart von Iod in freier oder gebundener Form haben 
groSen Einfluss auf die Raumstruktur und die Bindeeigen- 
schaften der Vitamin-D-Derivate an Vitamin-D-bindendes 
Protein DBP oder spezifischen Antikorpern. Sie konnen vor 
allem eine Drehung des A-Rings im Sterangerust verur- 
sachen oder katalysieren . Die 3p-Hydroxygruppe des 
Vitamin-D-Molekiils wird dabei in die Pseudo- la-Position 
gedreht, so dass dann das 5, 6- trans-Vitamin-D vorliegt. 
Die sogenannten Pseudo- la-Hydroxy-Analogen des Vitamin-D 
werden zwar ahnlich wie Vitamin-D metabolisiert , sie 
haben aber eine in wesentlichen Punkten andere Struktur 
und werden von Vitamin-D-bindenden Proteinen wie bspw. 
DBP/Gc-Globulin oder Anti-Vitamin-D-Antikorper nicht oder 
deutlich schlechter gebunden. 



15 



20 



25 




5,6-trans-Vitamin-D 3 
pseudo-1 a-Hydroxy-Analog 



Die vorstehend beschriebene Umlagerung ist als Beispiel 
zu verstehen. Es treten auch andere chemische Reaktionen 

3 0 und Umlagerungen auf. Gleiches gilt fur 3 H- oder 14 C- 
markierte Vitamin-D-Derivate. Auch diese Vitamin-D-Deri- 
vate sind nicht so stabil, dass sie eine zuverlassige 
Bindungsanalyse erlauben. Die radioaktive Markierung 
steigert zudem die Kosten fur Lagerung, Transport und 

35 Entsorgung und ist allgemein nachteilig fur Gesundheit 



und Umwelt, 



Ferner ist die Halbwertszeit von 



; Iod 
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vergleichsweise kurz - Eine kompetitive Bindungsanalyse 
mit 3 H- und 14 C-markierten Vitamin-D-Derivaten hingegen 
verlangt besondere Szintillationszahler und ist apparativ 
anspruchsvoller, bei weitgehend gleichen Problemen. 

Ray et al. (Biochemistry, 1991, 30, 4809-4813) offenbaren 
die Kopplung von Vitamin-D 3 mit verschiedenen farbgeben- 
den Gruppen. Die Nachweisempf indlichkeit fur die farb- 
stof fmarkierten Vitamin-D 3 -Derivate ist aber zu gering, 
als dass man sie in einer kompetitiven Bindungsanalyse 
fur naturliche Vitamin-D-Metabolite einsetzen konnte, 
abgesehen davon, dass die farbstof fmarkierten Derivate in 
Serum nicht stabil und zudem besonders lichtempf indlich 
sind . 



Es ist Aufgabe der Erfindung, Vitamin-D-Derivate zur Ver- 
fugung zu stellen, die in einer kompetitiven Bindungs- 
analyse oder ganz generell in Immunoassays von Vitamin-D- 
Metaboliten wie 25-Hydroxy- und 1 , 25-Dihydroxy-Vitamin-D 

20 eingesetzt werden konnen. Dies setzt folgende Eigen- 
schaften voraus, erstens, dass fur die Vitamin-D-Derivate 
eine Nachweisempf indlichkeit besteht, welche hoher ist, 
beziehungsweise in einem niedrigeren Konzentrations- 
bereich liegt, als die Konzentration der gesuchten 

25 Vitamin-D-Metabolite in den Proben; zweitens, dass die 
Derivate in Serum, Plasma oder Urin unter iiblichen 
protischen Bedingungen und gegeniiber Serumenzymen stabil 
sind; und schlieSlich drittens, dass die Derivate uber 
Wochen und Monate hinreichend licht- und lagerstabil 

30 sind. 

Diese Aufgabe wird gelost durch Vitamin-D-Derivate der 
Forme 1 
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A — X — O 

worin ist : 

O das Sauerstof f atom einer Ethergruppe; 

X eine substituierte oder unsubstituierte Kohlen- 

wasserstof f stof f gruppe von 0,8 bis 4,2 nm Lange, _ 
bevorzugt ein C8- bis C12 -gruppe, die iibliche 
Heteroatome wie S, O, N oder P aufweisen kann; 

Y Wasserstoff oder eine Hydroxygruppe ; 

A eine funktionelle Gruppe, die von einem bindenden 
Protein wie einem Antikorper oder Vitamin-D- 
bindendes Protein DBP mit hoher Affinitat gebunden 
wird; 

R die Seitengruppe eines Vitamin-D-Metabolits , bevor- 
zugt die Seitengruppe von Vitamin-D 2 oder D 3 , 
besonders bevorzugt die 25-hydroxylierte Seiten- 
gruppe von Vitamin-D 2 oder D 3 . 

Eine hohe Affinitat liegt vor, wenn die Disso- 
ziationskonstante (K) zwischen dem bindenden Protein, 
z.B. dem Antikorper oder DBP, und dem Antigen bzw. der 
funktionelle Gruppe A groSer 10 s ist. Eine 
Dissoziationskonstante groSer 10 16 ist fur viele 
Anwendungen vorteilhaft. In einer bevorzugten 

Ausf iihrungsform ist A ausgewahlt aus Biotin, Digoxigenin, 
Tyrosin, substituiertem Tyrosin, substituierten Amino- 
sauren, charakteristischen Aminosaure- und Peptid- 
sequenzen, FITC, Proteinen und Proteingruppen wie Protein 
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A und Protein G oder einem weiteren Vitamin-D-Derivat , 
ganz besonders bevorzugt 25-Hydroxyvitamin-D . 

Die Abstandsgruppe X ist bevorzugt ausgewahlt aus 
5 substituierten und unsubstituierten C-K6rpern mit 0,8 bis 
4,2 nm, bevorzugt etwa 0,12 nm Lange. Besonders bevorzugt 
ist eine Aminocarbonsaure , insbesondere eine Amino- 
undecansaure, peptidische und Ketogruppe oder ein 

substituierter oder unsubstituierter Aminopolyetherrest 

10 mit einer Lange von 0,8 bis 4,2 nm, bevorzugt etwa 0,9 
bis 1,5 nm. Dieser Abstand zwischen der Gruppe A und der 
Bindungs- bzw. Erkennungsstelle fur den Vitamin-D-Rest 
ist erforderlich, dass die bindenden Proteine an die 
jeweiligen Bindungsstellen binden konnen und dabei sich 

15 nicht gegenseitig storen. Zu beachten ist, dass 
beispielsweise fur das Vitamin-D-bindende Protein DBP 
(Gc-Globlin) die 19-Methylengruppe , gegebenenf alls die 1- 
Hydroxygruppe des A-Rings und die Vitamin-D-Seitenkette 
zur Erkennungsstelle gehoren und in einer Bindungstasche 

20 aufgenommen werden. Ahnliches gilt auch fur spezifische 
Antikorper gegen die verschiedenen Vitamin-D-Derivate . 
Ist die Abstandsgruppe X zu kurz, kann neben dem Vitamin- 
D-bindenden Protein kein weiteres Bindungsprotein an der 
gewahlten f unkt ionellen Gruppe A binden. Fur das bevor- 

25 zugte Beispiel heiSt das, wenn sich die funktionelle 
Biotin-Gruppe innerhalb der Bindungstasche des Vitamin-D- 
bindenden Proteins befindet, ist sie fur das zweite 
Bindungsprotein, zum Beispiel das Streptavidin, nicht 
mehr zuganglich. Ist die Abstandsgruppe X hingegen zu 

3 0 lang, konnen Molekulf altungen auftreten, welche 
gleichfalls die gleichzeitig Bindung zweier Bindungs- 
partner behindern. 



Daneben besitzt die erf indungsgemaSe Abstandsgruppe iiber- 
raschenderweise einen sterischen Effekt, als sie offenbar 
eine 180°-Drehung des A-Rings aktiv verhindern hilf t . Es 
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wird vermutet, ohne an diese Theorie gebunden zu sein, 
dass das 3p-Sauerstof f atom der Ethergruppe am A-Rings 
entsprechend einer naturlichen Hydroxygruppe hydratisiert 
ist und so einen Angriff auf die 5 , 6-Doppelbindung ver- 
hindert, abgesehen von anderen elektronischen und 
sterischen Effekten. Ein anderer wichtiger Aspekt ist, 
dass die erf indungsgema&e Ethergruppe von den im Serum 
Oder Plasma stets vorhandenen Esterasen nicht gespalten 
werden kann. 

Ganz besonders bevorzugt ist 25-Hydroxy-Vitamin-D- 3 -3£- 
3 - [6-n- (biotinyl) hexamido] amidopropylether der Formel 



o 



HN^NH J 




und die la-Hydroxy- und Vitamin-D 2 -Analogen . 

Weiterhin bevorzugt sind Derivate, die als zweite 
30 funktionelle Gruppe einen Vitamin-D-Rest enthalten. Der 
Vorteil dieser Derivate ist, dass sie keine systemf remden 
Gruppen und Verbindungen enthalten und so eine erhohte 
Empf indlichkeit und Zuverlassigkeit der kompetitiven 
Bindungsanalyse erlauben, auch weil sich eventuelle 
35 Bindungsbesonderheiten aus erster und zweiter Bindung des 
Vitamin-D-bindenden Proteins bei einer quantitat iven 




Bestimmung kompensieren. Besonders bevorzugt sind 
Verbindungen der nachstehenden Formel III: 
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(III) 



worin R, Y und X wie in oben in Formel I definiert sind. 
Besonders gunstig sind dabei symmetrische Vitamin-D- 
Derivate . 

15 

Die erf indungsgemaSen 25-Hydroxy- und la , 25 -Hydroxy - 
Vitamin-D-Derivate sind uberraschend licht-, lager- und 
serumstabil und erlauben in alien kompetitiven immun- 
diagnostischen Verfahren eine empf indliche , zuverlassige 
20 quantitative Bestimmung von Vitamin-D-Metaboliten wie 25- 
Hydroxy- und la, 2 5-Dihydroxy-Vitamin-D, beispielsweise 
fur die Routinediagnostik im Human- und Veterinarmedizin- 
bereich sowie in der Forschung. 

25 Erf indungsgemaS wird die Verbindung der Formel I erhalten 
durch ein Verfahren, umfassend die Schritte : 

a) Cyanoethylierung der 3 -Hydroxygruppe von 
Vitamin-D oder 2 5-Hydroxyvitamin-D mit Acrylnitril in 
einem geeigneten Losungsmittel wie Acetonitril in 

30 Gegenwart von Kaliumhydrid und tert . -Butanol ; 

b) Reduktion der resultierenden Nitrilgruppe mit 
einem Gemisch aus Lithiumhydrid und Lithiumaluminium- 
hydrid zu einem Amin; und 

c) Anhangen einer Abstandsgruppe , gegebenenf alls 
35 zusammen mit einer f unktionellen Gruppe A an das Amin, 

bspw. Biotinylieren der Verbindung mit einem aktivierten 



9 

Biotinylierungsreagenz wie LC-BHNS oder, zum Erhalt eines 
Vitamin-D-Derivats gemaS Formel III, Kopplung von zwei 
Amino-Vitamin-D-Gruppen durch Kondensation mit einer 
Dicarbonsaure wie Sebacinsaure mittels Carbodiimid. 

5 

Das erf indungsgemaSe Verfahren zur Herstellung funktio- 
neller Vitamin-D-Derivate ergibt hohere Ausbeuten bei 
kurzeren Reaktionszeiten. Anders als in herkommlichen 
Verfahren erfolgt namlich in Schritt a) die Cyano- 

10 ethylierung der 3 -Hydroxygruppe in Gegenwart von 
Kaliumhydrid und tert . -Butanol . Dadurch wird erreicht, 
dass nur an der 3 -Hydroxy -Gruppe von Vitamin-D eine 
Cyanoethylierung erfolgt und die andere Hydroxygruppen 
des Vitamin-D vor einer Umsetzung geschiitzt sind. Die - 

15 Umsetzung erfolgt bei 0 bis 20°C / bevorzugt bei 5 bis 8°C 
in einem neutralen Losungsmittel wie Acetonitril. 

Bei der nachf olgenden Reduktion wird die Nitrilgruppe des 
Cyanoethylethers quantitativ in das Amin uberfuhrt, 
20 welches dann vergleichsweise einfach . mit einer anderen 
f unktionellen Gruppe verkmipft werden kann, zum Beispiel 
durch Umsetzung mit einem handelsiiblichen Biotinylie- 
rungsreagenz . 

25 Die Erfindung umfasst zudem die Verwendung der erfin- 
dungsgemaSen f unktionellen Vitamin-D-Derivate in Ver- 
fahren zur Bestimmung von 25-Hydroxy- und la, 25-Hydroxy- 
Vitamin-D in Serum, Plasma, Urin oder einer anderen 
Probe. Hierbei wird das erf indungsgemaSe funktionelle 

30 Vitamin-D-Konjugat entweder als Zwischenglied eingesetzt, 
wobei das Vitamin-D-bindende Protein und nativer Vitamin- 
D-Metabolit urn die Bindestelle kompetit ieren, oder selbst 
als kompetitive Bindungskomponente zu nativem Vitamin-D. 
Das quantitative Bestimmungsverf ahren ist vorzugsweise 

35 ein EIA, ELISA, RIA, IRMA, LiA oder ILMA, FIA oder IFMA 
in manuell abzuarbeitenden Testsystemen oder auf 
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Automaten angepasste Versionen in Flussigphasen- wie 
Festphasentechnik . 

Ein besonders bevorzugtes Verfahren zur Bestimmung von 
5 25 -Hydroxy -und la, 25-Dihydroxy-Vitamin-D-Derivaten um- 
fasst die Schritte : a) Beschichten eines Tragers mit 
Streptavidin, b) Zugabe ein oder mehrerer multi- 
f unktioneller Biotin-Vitamin-D-Derivate, c) Zugabe der 
Probe und einer definierten Menge Vitamin-D-bindendes 

10 Protein, d) Bestimmung des gebundenen Bindungsproteins 
mit markierten anti-Vitamin-D-Bindungsprotein-Antikor- 
pern. Die Markierung der anti-Vitamin-D-Bindungsprotein- 
Antikorper kann direkt sein, bspw. eine radioaktive 
Markierung, oder auch indirekt, bspw. ein Enzym oder ein 

15 aktives Enzymf ragment wie Peroxidase, das eine Farbreak- 
tion zu katalysieren vermag. 

Ein weiteres bevorzugtes Verfahren zur Bestimmung von 25- 
Hydroxy-und la, 25-Dihydroxy-Vitamin-D-Derivaten umf asst 

20 die Schritte: a) Beschichten eines Tragers mit anti- 
Vitamin -D-Bindungsprot ein -Ant ikorpern, b) Zugabe des 
Vitamin-D-Bindungsproteins , c) Zugabe der Probe sowie 
eine definierte Menge Biotin-Vitamin-D-Derivat , d) 
Bestimmung der Menge gebundenes Derivat mit markiertem 

25 Streptavidin. Das Streptavidin ist bevorzugt indirekt mit 
Peroxidase markiert; der Trager ist vorzugsweise eine 
Reaktionsgef a&wand, beispielsweise von einer Mikrotiter- 
platte, oder Teilchen aus polymerem oder magnet ischem 
Material oder beidem, beispielsweise Kunststoff- oder 

30 Cellulose-Mikropartikel . 

Diese Verfahren ermoglichen eine nicht-radioakt ive 
quantitative Bestimmungen von 25-Hydroxy- und 1,25- 
Dihydroxy-Vitamin-D, ohne dass aufwendige Sicherheits- 
35 vorkehrungen erforderlich sind. Die hier vorgeschlagenen 
kompetitiven Verfahren sind somit fur Routineuntersuchun- 
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gen im Rahmen einer Osteoporose-Prophylaxe , bei einer 
vermuteten D-Hypovitaminose oder D-Hypervitaminose # zur 
Diagnostik allgemeiner Art und in der Forschung. 



5 Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein Kit zur 
Bestimmung von Vitamin-D-Metaboliten wie 25 -Hydroxy- und 
1 , 25-Dihydroxy-Vitamin-D, der unter anderem das 
erf indungsgemaSe f unktionelle Vitamin-D-Derivat enthalt . 
Der Kit umfasst wahlfrei Vitamin-D-Bindungsprotein (Gc- 
10 Globulin) , anti-Vitamin-D-Bindungsprotein-Ant ikorper , 

Streptavidin und vorbehandelte oder unvorbehandelte 
Mikrotiterplatten und/oder magnet ische oder andere 
Mikropartikel und andere Reagenzien. 

15 Weitere Vorteile, Merkmale und Ausf uhrungsf ormen der 
Erfindung ergeben sich aus den nachstehenden Beispielen 
und den beiliegenden Zeichnungen. Es zeigt : 

Fig. 1 den schematischen Syntheseweg fur das bifunk- 
20 tionelle Vitamin-D-Derivat 25-Hydroxy-Vitamin- 

D3-3P-3 1 [6-N- (biotinyl) hexamido] amidopropyl- 
ether) gemaS der Erfindung; 

Figuren 2, 3 und 4 Schemadarstellungen verschiedener 
25 ELISAs zur Bestimmung von 25 -Hydroxy- Vitamin-D 

mit Hilfe des erfindungsgemaSen 2 5 -Hydroxy - 
Vitamin-D-Konjugat ; 

Fig. 5 die Eichkurve eines kompetitiven ELISAs fur 
3 0 2 5 -Hydroxy- Vitamin-D nach Fig. 2; 



Figuren 6 und 7 Schemadarstellungen kompetitiver RIA fur 
25-Hydroxy-Vitamin-D mit Hilfe des erfindungs- 
gemaSen 2 5-Hydroxy-Vitamin-D-Konjugats ; 



35 
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Figuren 8, 9 unci 10 Schemadarstellungen kompetitiver , 
radioaktiver IRMAs fur 25-Hydroxy-Vitamin-D mit 
Hilfe des erf indungsgemafien 25 -Hydroxy-Vitamin- 
D-Konjugats; 

Figuren 11 und 12 Schemadarstellungen kompetitiver ELISAs 
unter Verwendung von Mikropartikeln; 

Figur 13 Schemadarstellung eines kompetitiven Bindungs- 
10 assays fur 25-Hydroxyvitamin-D mit Hilfe eines 

25-Hydroxyvitamin-D-Konjugats gemaS ' der 

Erfindung und einem direktmarkierten Vitamin- 
D-bindenden Protein . 

15 Figur 1 zeigt den erf indungsgemaSen Syntheseweg zur 
Hers te Hung des bif unktionellen 2 5 -Hydroxy- Vitamin -D- 
Konjugats. Zunachst wird 2 5-Hydroxy-Vitamin-D in einem 
Gemisch aus Acetonitril, Kaliumhydrid und tert . -Butanol 
mit Acrylnitril cyanoethyliert . Durch die Gegenwart des 

2 0 als Base fungierenden Kaliumhydrids und durch die 
Anwesenheit von tert . -Butanol zur Abwendung unspezi- 
fischer Reaktionen an der 2 5-Hydroxygruppe wird erreicht, 
dass selektiv die 3 -Hydroxy -Gruppe des Vitamin-D cyano- 
ethyliert wird. Die Ausbeute an 25-Hydroxy-Vitamin-D-3£- 

25 cyanoethylether betragt in der Regel etwa 74% bei einer 
Reaktionsdauer von 4 0 Minuten. 

Nach ublicher Aufarbeitung wird der 2 5-Hydroxy-Vitamin-D- 
3S-cyanoethylether mit Lithiumhydrid versetzt und die 25- 

30 Hydroxygruppe in das Lithiumalkoholat liberf iihrt . Es folgt 
eine Reduktion des Nitrils mit LiAlH 4 zu 25-Hydroxy- 
Vitamin-D-36-3 1 -aminopropylether . Dieser Schritt ist 
quantitativ, ohne dass Nebenprodukte auftreten. Zuletzt 
erfolgt gegebenenf alls eine Biotinylierung mit einem 

35 aktivierten Biotinylierungsreagenz wie LC-BHNS (Biotinyl- 
N-e-aminocaproyl-hydroxysuccinimidester) . Die resultie- 
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rende Abstandsgruppe X hat entsprechend der Aminocaproyl- 
kette eine Lange von etwa 0.8 bis 0.9 nm. 



25-Hydroxy-Vitamin-D-3p-3 1 [6-N- (biotinyl ) hexamido] amido- 
5 propylether ist temperaturstabil und kann in einer 
wassrigen, leicht sauren Matrix iiber mehrere Monate 
gelagert werden. Da die Verbindung von Serumenzymen nicht 
gespalten wird, eignet sie sich bestens fur diagnostische 
Routinetests in Serum, Plasma und Urin. 

10 

Figur 2 zeigt eine Schemadarstellung eines kompet it iven 
ELISA fur 25-Hydroxy-Vitamin-D. Hierbei wird das 25- 
Hydroxy-Vitamin-D-Konjugat (25-Hydroxy-Vitamin-D-3p-3 ■ [6- 
N- (biotinyl) hexamido] amidopropylether) fiber Streptavidin - 

15 an eine feste Phase gebunden . Dann erfolgt in flussiger 
Phase die kompetitive Bindung von Vitamin-D-bindenden 
Protein und 2 5-Hydroxy-Vitamin-D aus Standard oder Probe 
an das 25-Hydroxy-Vitamin-D-Konjugat . Der Nachweis 
erfolgt durch Peroxidase-markierte Antikdrper gegen das 

20 Vitamin-D-bindende Protein. Der Fachmann wei£, dass auch 
andere Markerenzyme verwendet werden konnen, zum Beispiel 
alkalische Phosphatase oder Galaktosidase , etc. 

Fig. 3 zeigt die Schemadarstellung eines kompet it iven , 
25 nicht -radioakt iven ELISA, wobei das Vitamin-D-bindende 
Protein zunachst iiber anti-Vitamin-D-Bindungsprotein- 
Antikorper an die feste Phase gebunden wird. Danach 
erfolgt in flussiger Phase die kompetitive Bindung von 
25 -Hydroxy- Vitamin-D-Biot in und 2 5-Hydroxy-Vitamin-D aus 
3 0 Standard bzw. Probe. Zur Bestimmung wird dann Peroxidase- 
markiertes Streptavidin eingesetzt. Das gezeigte Prinzip 
lasst sich selbstverstandlich auf andere Tracer-Gruppen 
statt Biotin und auf andere Markerenzyme, wie oben 
angegeben , ubert ragen . 
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Fig. 4 zeigt die Schemadarstellung eines kompetitiven 
ELISA, wobei das Vitamin-D-bindende Protein direkt an die 
feste Phase gebunden ist. Die kompetitive Bindung von 25- 
Hydroxy-Vitamin-D 3 -Biotin und 25-Hydroxy-Vitamin-D 3 aus 
5 Standard bzw. Probe erfolgt in fliissiger Phase und 
Peroxidase-markiertes Streptavidin wird zur quantitativen 
Bestimmung eingesetzt. 

Figur 5 zeigt die typische Eichkurve eines kompetitiven 
10 ELISA mit 25-Hydroxy-Vitamin-D 3 -Biotin gemaS dem in Figur 
2 gezeigten Prinzip. Die Menge an gebundenem Vitamin-D- 
Bindungsprotein wurde bestimmt durch eine standardisierte 
Farbreaktion mit Peroxidase -gekoppe It en ant i- Vitamin -D- 
Bindungsprotein-Antikorpern und Tetramethylbenzidin 
15 (TMB) als Substrat. Alternative Substrate waren 
beispielsweise OPD (1 , 2-Phenyldiamin x 2 HCl) , ABTS 
und andere . Fur die Eichkurve wurden Vitamin-D-Proben mit 
Konzentrationen von 0, 8, 20, 50, 125 und 312 nmol/1 
eingesetzt. Die Ordinate zeigt die optische Dichte als 
20 Mittelwert von zwei Messungen bei 450 nm; die Abszisse 
die Konzentration an kompetitierenden 25-Hydroxy-Vitamin- 
D in nMol/1. 

Fig. 6 zeigt die Schemadarstellung eines kompetitiven 
25 Protein-Bindungsversuch (CPBA) , wobei 2 5-Hydroxy-Vitamin- 
D 3 -Biotin und 2 5-Hydroxy-Vitamin-D aus Standard bzw. Probe 
in fliissiger Phase urn die Bindungsstelle des Vitamin-D- 
Bindungsproteins kompetitieren . Es wird l25 I -markiertes 
Streptavidin fur die quantitative Bestimmung verwendet . 

30 

Fig. 7 zeigt die Schemadarstellung eines kompetitiven 
Radioimmunoassays (RIA) , wobei 25 -Hydroxy -Vitamin -D- 
Biotin und 25 -Hydroxy- Vitamin-D aus Standard bzw. Probe 
in fliissiger Phase urn die Bindungsstelle eines anti- 
35 Vitamin-D-Antikorpers kompetitieren. Fur die quantitative 
Bestimmung wird 125 I -markiertes Streptavidin eingesetzt. 
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Erfolgt die Bestimmung durch ein Streptavidin, das nicht 
radioaktiv, sondern mit einem Fluorophor oder Luminophor 
markiert ist, liegen sogenannte LIA- oder FIA-Assays vor. 



5 Fig. 8 zeigt die Schemadarstellung . eines 25-Hydroxy- 
Vitamin-D-IRMA. Es wird zunachst 25-Hydroxy-Vitamin-D- 
Biotin liber Streptavidin an die feste Phase gebunden. Die 
kompetitive Bindung von Vitamin-D-Bindungsprotein an das 
Konjugat und 25 -Hydroxy-Vitamin-D 3 aus Standard oder Probe 
10 erfolgt dann in fliissiger Phase. Die Menge des Konjugat - 
gebundenen Bindungsproteins wird mit 12S I-markierten 
Antikorpern bestimmt . 

Fig. 9 ist die Schemadarstellung einer IRMA- Sandwich- - 
15 Technik ( Immunoradiometrischer Assay) . Hierzu werden 
anti-Vitamin-D 3 -Ant ikorper an die feste Phase gekoppelt. 
An diese binden dann Vitamin-D-Bindungsproteine . Die 
Kompetition erfolgt im nachsten Schritt zwischen dem 25- 
Hydroxy-Vitamin-D- Konjugat und 2 5-Hydroxy-Vitamin-D aus 
20 Standard oder Probe. Die Bestimmung der Menge gebundenes 
Konjugat erfolgt durch 125 I-markiertes Streptavidin. 

Fig. 10 zeigt die Schemadarstellung eines weiteren IRMA- 
Sandwich-Technik . Es wird zunachst Vitamin~D 3 - 

25 Bindungsprotein an die feste Phase gekoppelt. Dann 
erfolgt daran die kompetitive Bindung zwischen dem 25- 
Hydroxy - Vi t amin - D 3 - Kon j uga t und 2 5 - Hydroxy - Vi t amin - D 3 aus 
Standard oder Probe. Die Menge gebundenes Konjugat wird 
durch 125 I -markiertes Streptavidin bestimmt. 

30 

Fig. 11 zeigt die Schemadarstellung eines kompetitiven 
ELISA unter Verwendung von Mikropart ikeln . Hierbei wird 
25^Hydroxy-Vitamin-D-Biotin iiber Streptavidin an 
Mikropartikel gebunden. Dann wird 25-Hydroxy-Vitamin-D- 
3 5 Derivat daran gebunden. In flussiger Phase wird Vitamin- 
D-Bindungsprotein und die jeweilige Probe zugegeben. 




Bindungsproteine unci 2 5-Hydroxy-Vitamin-D 3 aus Standard 
oder Probe kompet itieren urn die Bindungsstelle des 
Konjugats. Die gebundenen Bestandteile werden dadurch 
abgetrennt , dass sie iiber die Mikropartikel von einem 
5 Magneten zuriickgehalten werden, wahrend der Uberstand mit 
den ungebundenen Substanzen entfernt wird. Die Menge 
gekoppeltes Bindungsprotein wird bestimmt in einem 
zweistufigen Verfahren mit einem primaren Antikorper 
gegen Vitamin-D-Bindungsprotein und einem sekundaren 
10 Peroxidase-markierten Antikorper. 

Fig. 12 zeigt eine Schemadarstellung eines kompetitiven 
ELISA unter Verwendung von Mikropartikeln . Es wird 25- 
Hydroxy-Vitamin-D-Biotin liber Streptavidin an_ 

15 Mikropartikel gebunden. Dann wird die fliissige Probe mit 
2 5-Hydroxy-Vitamin-D 3 (aus Standard oder Probe) 
dazugegeben sowie eine nicht-sattigende Menge Antikorper. 
Das Konjugat und das native Vitamin-D 3 kompet itieren um 
die Bindung des Antikorpers. Die Menge gebundener 

20 Antikorper erfolgt durch Agglutination der Mikropartikel. 
Diese kann beispielsweise direkt durch Nephelometrie bzw. 
Turbimetrie bestimmt werden. 

Fig. 13 zeigt das Schema eines kompetitiven Bindungs- 
25 assays, wobei ' das Vitamin-D-bindende Protein direkt 
markiert ist, beispielsweise radioaktiv mit 12S Iod, oder 
fur eine Elektrochemolumineszenz mit Ruthenium ( II) tris- 
(bipyridin) -NHS-ester . Die Markierung kdnnen auch Enzyme 
sein wie Peroxidase, alkalische Phosphatase, P-Galacto- 
3 0 sidase u.a., oder auch FITC. 

Die bekannten Bestimmungsverf ahren fur Proteine wie der 
kompetitive ELISA beruhen auf dem Prinzip, dass die 
nachzuweisende Verbindung mit einem Bindungsprotein oder 
35 Konjugat um eine Bindungsstelle kompetitiert . Es wird 
dann die Menge gebundenes Bindungsprotein oder Konjugat 
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bestimmt und anhand einer Eichkurve die Konzentration der 
nachzuweisenden Verbindung ermittelt. 



Die in den Figuren gezeigten Testprinzipien lassen sich 
5 einfach auf andere Vitamin-D-Derivate iibertragen. Beson- 
ders erwahnt sei la, 25-Hydroxyvitamin-D 2 /D 3 . In diesem 
Fall muss ein Bindungsprotein bzw. ein Rezeptor oder 
Antikorper gewahlt werden, der das la, 2 5 -Hydroxy- Vitamin- 
D-Analoge spezifisch erkennt . Das zugehorige 

10 bif unktionelle la, 2 5-Hydroxyderivat kann gewonnen werden 
enzymatisch durch Umsetzung von 25-Hydroxy-Vitamin-D-3£- 
cyanoethylether mit 2 5-Hydroxy-Vitamin-D-la-Hydroxylase, 
Reduktion zum Amin und schlieSlich Addition der zweiten 
f unktionellen Gruppe . Ferner werden hier Derivate von _ 

15 Vitamin-D 2 und Vitamin-D 3 vorgeschlagen . Deren Synthese 
kann auf dem in Beispiel 1 vorgestellten Weg erfolgen 

BEISPIELE 

20 Beispiel 1: Synthese von 25 -Hydroxy- Vi tamin-D3 -3P- 3 • [6-N- 

(biotinyl) hexamido] amidopropylether (4) 

Alle Umsetzungen erfolgten im Dunkeln unter trockener 
Stickstof f atmosphare . Zwischenprodukte wurden bei -20°C 
gelagert. Es wurden HPLC-reine Losungsmittel eingesetzt. 

2 5 Das 2 5-Hydroxy-Vitamin-D 3 war von BIOMOL Feinchemikalien 
GmbH, Hamburg, der LC-BHNS (Long-Chain-Biotinyl-N-e- 
aminocaproyl-hydroxysuccinimidester) von Sigma Chemie , 
alle weiteren Chemikalien von Fluka, Darmstadt. Die 
Massenspektroskopie (FAB) erfolgte mit einem Finigan-MAT- 

30 90, die NMR-Messungen mit einem Bruker-ARX-400 (400 MHz) 
oder einem Bruker-ARC- 250F (250 MHz) . 
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(i) 25-Hydroxyvi tamin-D 3 -3/3-cyanoethylether (2) 
5 mg 2 5-Hydroxyvitamin-D 3 (12,5 (iMol) , gelost in 
Methylenchlorid (CH 2 C1 2 ) , wurde in einen mit Stickstof f 
gefullten Kolben iiberfuhrt und das Losungsmittel abge- 
5 zogen. Der feste Riickstand wurde in 1 ml Acetonitril 
aufgenommen und versetzt mit 10 Tropfen einer Mischung 
von tert . -Butanol und Acetonitril (9:1 v/v) sowie 13 0 
jiMol Acrylnitril (10 eq.) in 100 jxl Acetonitril 
[Stammlosung: 86 /xl Acrylnitril (1.3 mMol) verdunnt mit 

10 Acetonitril auf 1 ml] . Die klare Losung wurde 15 Minuten 
bei 6°C geruhrt. Es wurde 6.25 /iMol Kaliumhydrid "(0,5 
eq.) in 25 fxl tert . -Butanol/Acetonitril (9:1 v/v) 
[Stammlosung: 10 mg KH (250 /zMol) in 1 ml tert . - 
Butanol/Acetonitril (9:1 v/v)] zugegeben. Die dabei 

15 entstehende Ausflockung loste sich sofort wieder. Die 
Mischung wurde bei 6°C geruhrt. Die wiederholte 
Dunnschichtchromatographie (DC) einzelner Proben mit 20% 
Petrolether in Methyl-tert . -butylether (MTBE) auf 
Kieselgel zeigte, dass nach 10 Minuten bereits 90% der 

2 0 Ausgangsverbindung umgesetzt waren . Nach 15 Minuten 
wurden wenige Tropfen Reaktionsgemisch mit etwa 5 Tropfen 
Wasser und 0,5 ml MTBE auf gearbeitet . Die DC der 
organischen Phase zeigte kein Edukt mehr. Nach 40 Minuten 
wurde das gesamte Reaktionsgemisch mit Wasser /MTBE 

25 auf gearbeitet . Es wurde 4 mg oliges Produkt erhalten. 

IR (NaCl/CH 2 Cl 2 ) : 3422, OH 

2941, 2872 CH 
2252 Nitril 
30 1105 Ether 



Die HPLC-Analyse (3% MeOH/CH 2 Cl 2 ) ergab 93% Produkt und 7% 
Edukt. 4 mg Produkt enthielten somit 3.7 mg (8,2 ^Mol) 
Zielverbindung, was einer Ausbeute von 74% entspricht . 
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(ii) 25-Hydroxyvitajnin-D 3 -3/3-3 ' aminopropyl ether (3) 
3.75 mg (8.3 /xMol) Nitril aus (i) wurde in 2 ml Ether 
gelost, mit 125 /xMol Lithiumhydrid gelost in 1 ml Ether 
(Stammlosung : 7 mg frisches f einpulvriges LiH in 7 ml 
5 Ether) versetzt und eine Stunde bei Raumtemperatur unter 
Stickstoff geruhrt . Es wurde 169 /xMol LiAlH 4 als Auf- 
schlammung in 1 ml Ether (Stamm: 18 mg frisches 
f einpulvriges LiAlH 4 in 3 ml Ether) zugegeben. Nach einer 
weiteren Stunde wurde das Gemisch mit 1 ml konzentriertem 

10 KOH, 5 ml H 2 0 und 4 x 20 ml MTBE auf gearbeitet . Die Dunn- 
schichtchromatographie einer Probe mit 1:1 MTBE/Petrol- 
ether auf Kieselgel zeigte nur noch den Ausgangspunkt . 
Das Diol lag bei R t 0.27; das Nitril bei Ri 0.4. Die 
gewonnene Substanz wurde ohne weitere Analyse und Auf- _ 

15 reinigung weiterverarbeitet . 

(Hi) 25-Hydroxy-Vitaniin-D 3 -3j3-3 1 [6-N- (hiotinyl) hex- 
ami do] amidopropyl ether (4) 
Es wurde 3 mg (6.6 /iMol) 25-Hydroxy-Vitamin-D 3 -3P- 
aminopropylether (3) aus (ii) in 1 ml Dimethylf ormamid 

20 (DMF) gelost. Dann wurde unter Stickstoff 3 mg (6.6 /xMol) 
LC-BNHS und 1 fil (17.5 /xMol) Triethylamin zugegeben. Es 
wurde 18 h bei Raumtemperatur geruhrt, das DMF abgezogen 
und der Riickstand mit 20% Methanol (MeOH) in CH 2 C1 2 
vorgereinigt . 12 mg (> 100%) der so gewonnenen Substanz 

2 5 wurden mittels HPLC gereinigt (Bedingungen : Knauer 
Kromasil-100, 5 /xM, 250 x 4 mm, 10% MeOH in CH 2 Cl 2/ 1,5 
ml/min, OD 265 nm, 7 Minuten) . Die Ausbeute betrug 1,2 mg 
(1,5 /xMol) . Dies entspricht 12%, bezogen auf das 25-OH- 
Vitamin-D 3 und 18% bezogen auf die Nitrilverbindung . 

30 

MS (Finigan MAT 90) 

(FAB): 797 (MH + ) vom 5.9.97 und 28.11.97 

1 H-NMR (Bruker ARX 400) in CDC1 3 /TMS bei 400 MHz. 

35 Die Analysedaten sind in Tabelle I gezeigt. 
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Tabelle I 



Biotin-25-Hydroxyvitamin-D3 





H 


Mult 


cc[Hz] 


Zuordnung 


6,42 


— 


Dd 


5,7 


NH (Biotin) 


6,2 




D 


11 


6 


6,0 


— 
— 


D 


11 


7 


5,85 




Dd 


5.7 


NH (Biotin) 


5,55 




M 




3-0-CH 2 (28) 


5,38 




S 




NH Oder OH 


5,05 




D 


2 


19 


4,83 




D 


2 


19 


4,77 




S 




NH Oder OH 


4,51 




M 




HC-NH I Biotin 


4,33 




M 




HC-NH Jl Biotin 


3,53 




M 




3 


2,53 




D 


10 


4 


1.21 


6 


S 




26, 27-CH 3 


0,93 


3 


D 


6 


2I-CH3 


0,54 


3 


S 




I8-CH3 
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Beispiel 2: Stabilitat von 25-Hydroxy-Vitamin-D 3 -3f}-3 ' [6- 
N- (bio tinyl ) h exami do ] ami dopropyl e th er 

Es wurde jeweils 20 mg gereinigte 25-OH-D 3 -Biotin-Verbin- 
dung (25-Hydroxy-Vitamin-D 3 -3p-3 ■ [6-N- (biotinyl) -hexami- 
5 do] amidopropylether) aus Beispiel 1 in ein NMR-R6hrchen 
gegeben und mit 1 ml Losungsmittel versetzt. Das Losungs- 
mittel war eine Mischung aus Deuteriochlorof orm : Deutero- 
acetonitril :D 2 0 im Verhaltnis 3:2:1 mit einem pH-Wert 
zwischen 4 und 5. Die Proben wurden 200 Tage unter nach- 
10 stehenden Bedingungen gelagert und in regelmaSigen 
Abstanden die NMR-Spektren untersucht . 



Probe 1 
Probe 2 
15 Probe 3 
Probe 4 



unter Lichtausschluss bei - 20°C; 

unter Lichtausschluss bei +4-6°C; 

unter Lichtausschluss bei Umgebungstemperatur ; 

unter starker Lichteinwirkung (auf der Fenster- 

bank) bei Umgebungstemperatur. 



Die Proben 1 und 2 zeigten fiber die ganzen Zeit keine 
20 wesentlichen Veranderungen im NMR-Spektrum . Eine HPLC- 
Analyse bestatigte, dass die Proben 1 und 2 auch nach 200 
Tagen protisches Losungsmittel intakt waren. Probe 3 
zeigte eine minimale Veranderung im NMR-Spektrum nach 100 
Tagen. Die HPLC-Analyse ergab, dass mehr als 78% der 

2 5 Verbindung noch intakt war. Probe 4 war nach 2 Monaten 

abgebaut . 

Die Stabilitatsuntersuchung zeigt, dass die Verbindung 
unter Ausschluss von Licht sehr bestandig ist, selbst in 

3 0 protischen Losungsmitteln und ohne Kuhlung. 



Beispiel 3: 25-OH-Vit .D-ELISA mit 2 5 -Hydroxy -Vitamin -D 3 - 
3p-3' [6-N- (biotinyl) hexamido] amidopropylether 

Die Bestimmung erfolgte nach dem in Figur 2 gezeigten 
Prinzip. Hierzu musste zunachst 25-Hydroxy-Vitamin-D-3P~ 
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3 1 [6-N- (biotinyl) hexamido] amidopropylether iiber Strepta- 
vidin an eine feste Phase gebunden werden. 

(i) Beschichtung einer Mikrotiterplatte wit Streptavidin 
In die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte wurde jeweils 

5 100 ng Streptavidin gegeben, gelost in 200 jal 60 mM 
NaHC0 3/ pH 9,6, und die Platte iiber Nacht bei 4°C 
inkubiert. Die Streptavidin-Losung in den Vertiefungen 
wurde entfernt und jede Vertiefung funfmal mit 200 /xl 
Waschpuffer (PBS, pH 7.4 mit 0.05% Tween-20) gewaschen. 

10 Dann wurde in jede Vertiefung 250 fil Assaypuffer gegeben. 
Fur den Assaypuffer wurde 5 g Casein in 100 ml 0,1 N NaOH 
gelost und mit PBS , pH 7,4 auf 1 L Volumen aufgefullt. 
Die Losung wurde eine Stunde gekocht, das Volumen mit ~ 
destilliertem Wasser auf einen Liter erganzt, der pH-Wert 

15 auf 7,4 eingestellt und 0,1 g Thimerosal zur Vermeidung 
von Mikrobenwachstum zugefiigt. Die Vertiefungen in der 
Mikrotiterplatte wurden eine Stunde bei Raumtemperatur 
mit Assaypuffer inkubiert, dann der Assaypuffer entfernt 
und jede Vertiefung funfmal mit je 200 /xl Waschpuffer 

2 0 gewaschen. 

(ii) Bindung von 25-Hydroxy-Vitamin-D 3 -3/3-3 ' [6-N- (bio- 
tinyl ) hexamido] amidopropyl e ther 

Es wurde in eine jede Vertiefung 100 fil Biotin-Vitamin-D- 
Losung gegeben (10 ng 25-Hydroxy-Vitamin-D-3p-3 1 [6 -N- 
25 (biotinyl) hexamido] amidopropylether in 100 jal Waschpuf- 
fer) und eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln und 
unter Schutteln inkubiert. Dann wurde die Biotin-Vitamin- 
D-L6sung aus den Vertiefungen entfernt und jede Vertie- 
fung funfmal mit je 200 fxl Waschpuffer gewaschen. 

30 

Es folgte in fliissiger Phase die kompetitive Bindung von 
Vitamin-D-bindenden Protein in Gegenwart von 25-Hydroxy- 
Vitamin-D aus Standard oder Probe. 
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(Hi) Probenvorberei tung 

Es wurde 50 /xl Serum in einem 1,5 ml Eppendorf -Reak- 
tionsgefafi mit 200 /xl Ethanol^ (vorgekiihlt auf -20°C) 
durch Vortexen gemischt und 2 0 Minuten bei -20°C aus- 
5 gefallt. Die Proben wurden in einer Eppendorf -Tisch- 
zentrifuge bei maximaler Umdrehung zentrif ugiert und die 
Uberstande abgenommen und im ELISA eingesetzt. 

Man kann in der Regel davon ausgehen, dass Plasma oder 
10 Serumproben bei 4°C etwa 2 Wochen stabil sind. Bei 
langerer Lagerung mussen sie bis zur Bestimmung 
tiefgefroren werden. Urinproben mussen vor einer Lagerung 
mit 1 N NaOH auf einen pH-Wert zwischen 6 und 8 einge- 
stellt werden. Sie konnen dann bei 4°C etwa 14 Tage auf-_ 
15 bewahrt werden; bei langerer Lagerung mussen auch sie bis 
zur Bestimmung tiefgefroren werden. 

(iv) Kompetitive Bindung 

Es wurde jeweils 100 jxl Vitamin-D-bindendes Protein, 
isoliert aus Ziegenserum (1:15000 in Assaypuffer mit 3% 

20 (w/v) PEG 6000) , zusammen mit 10 /il Standard, Kontrolle 
oder Probe (10 /xl Uberstand aus der Probenvorbereitung) 
in die Vertiefungen gegeben. Die Mikrotiterplatte wurde 
24 Stunden bei 4°C im Dunkeln und unter Riitteln 
inkubiert . Dann wurden die Losungen aus den Vertiefungen 

25 entfernt und die Vertiefungen fiinfmal mit je 200 ptl 
Waschpuffer gewaschen. 

(v) Bestimmung der kompetitiven Bindung 

Es wurde jeweils 100 fil Kaninchen-ant i-Vitamin-D-Bin- 
dungsprotein (1:10000 verdiinnt in Assaypuffer mit 3% 
30 (w/v) PEG 6000) in die Vertiefungen gegeben und eine 
Stunde im Dunkeln und unter Riitteln bei Raumtemperatur 
inkubiert. Die Losungen wurden aus den Vertiefungen 
entfernt und jede Vertiefung fiinfmal mit je 200 /xl 
Waschpuffer gewaschen. Die quantitative Bestimmung 
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erfolgte mit 100 fil anti-Kaninchen- IgG-Peroxidase (1:20 
000 verdunnt in Waschpuf fer) . Es wurde eine Stunde bei 
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden Antikdrper- 
Losungen abgenommen und eine jede Vertiefung funfmal mit 
5 je 200 /xl Waschpuf fer gewaschen. Fur die Farbreaktion 
wurden 100 fil Tetramethylbenzidin (TMB) -Substrat -Losung 
(gebrauchsf ertig von NOVUM Diagnostika GmbH, Dietzenbach, 
DE) in die Vertiefungen gegeben. Nach 30 Minuten wurde 
die Farbentwicklung gestoppt durch Zugabe von 5 0 /xl 2 M 
10 H 2 S0 4 pro Vertiefung. Die Messung der optischen Dichte 
erfolgte bei 450 nm. Die nachstehenden Tabellen II und 
III zeigen das Pipettierschema fur die Mikrotiterplatte 
sowie die Werte fur die optische Dichten. 

15 Als Standard wurden Losungen von 2 5 -Hydroxyvitamin-D 3 in 
Assaypuffer mit folgenden Konzentrat ionen eingesetzt : 0, 
8, 20, 50, 125 und 312 nMol/L (siehe Eichkurve in Figur 
5) . Als Kontrolle bzw. Proben dienten vier Seren von 
Patienten mit einer D-Hypovitaminose (Proben-Nrn. 24, 

20 203, 963, 965) und sowie vier willkurlich ausgewahlte 
Normalseren (Proben-Nrn. NP 18, NP 25, NP 34, NP 37 - 
Testreihen 3 und 4) . Von den Vitamin-,D-Mangelseren wurde 
zudem die 25 -Hydroxyvitamin-D-Konzentrat ion durch kompe- 
titiven Bindungsassay mit Hilfe von 3 H-2 5-Hydroxy-Vitamin- 

25 D bestimmt. Als weitere "Kontrolle" dienten vier 
Losungen, bei denen die jeweilige Konzentration an 25- 
Hydroxyvitamin-D aus anderweitigen Bestimmungen bekannt 
war, entweder aus den Herstellerangaben oder durch einen 
kompetitiven Bindungsassay (CBPA) mit 3 H- 2 5 -Hydroxy - 

30 Vitamin-D. 
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Tabelle II 
Probenanordnung 



Pipettier 
Schema 


Standard 
nMol / L 


Doppelwert 
von Spalte 1 


Serumprobe 
Nr. 


Doppelwert 
von Spalte 3 


Kontrollen 


Doppelwert 
von Spalte 
5 


Reihe / 
Spalte 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


A 


NSB 


NSB 


24 


24 


K1 (CBPA) 


K1 (CBPA) 


B 


0 


0 


203 


203 


K2 (CBPA) 


K2 (CBPA) 


C 


8 


8 


963 


963 


K3 (HPLC) 


K3 (HPLC) 


D 


20 


20 


965 


965 


K4 (HPLC) 


K4 (HPLC) 


E 


50 


50 


NP 18 


NP 18 






F 


125 


125 


NP 25 


NP 25 






G 


312 


312 


NP 34 


NP 34 






H 






NP37 


NP 37 







5 

NSB: Nichtspezif ischer Bindungspuf f er (Assaypuffer ohne 
Vitamin-D-Bindungsprotein) 



Tabelle III 

10 Messwerte nach 3 0 Minuten Farbentwicklung 



OD 
450 nm 


Standard 


Doppelwert 
zu Spalte 1 


Serumprobe 
Nr. 


Doppelwert 
zu Spalte 3 


Kontrollen 


Doppelwert 
zu Spalte 5 


Reihe / 
Spalte 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


A 






0.947 


1,023 


1 f 903 


2,300 


B 


2,256 


2,182 


0,853 


0,910 


0,393 


0,371 


C 


1,845 


1,861 


0,646 


0,637 


1.674 


1,586 


D 


1,432 


1,456 


1,429 


1,303 


0,578 


0,634 


E 


0,625 


0,612 


0,524 


0,547 






F 


0,287 


0,261 


0,454 


0,419 






G 


0,156 


0,176 


0,341 


0,368 






H 






0,421 


0,386 






Bmax 


2,801 


2,676 
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Aus den Mittelwerten der Spalten 1 und 2 und den 
bekannten Konzentration an 2 5-Hydroxyvitamin-D wurde die 
in Figur 5 gezeigt Eichkurve erstellt. Die Ordinate zeigt 
die optische Dichte als Mittelwert der beiden Messungen 
bei 450 nm; die Abszisse die Konzentration an 25 -Hydroxy - 
Vitamin-D in nMol/1. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 5 
zusammengef asst . 



Beispiel 4: Vergleichende Bindungsanalyse mit 3 H-25-OH- 
10 Vitamin-D als kompetitiver Partner 

Soweit nicht anders angegeben ist, waren alle Reagenzien 
Puffer und Materialien gleich wie im vorgenannten" 
Beispiel 3. Als kompetitiver Bindungspartner (Tracer) 
diente Tritium-markiertes 25-Hydroxyvitamin-D 3 . 

15 

Abweichend zu Beispiel 3 wurden die Messproben durch 
Extraktion (in Einzelwerten) auf gereinigt . Hierzu wurde 
jeweils 50 jj.1 Probe [nicht -spezif ischer Assaypuffer NSB, 
Standard, Kontrolle, Patientenprobe (Plasma, Serum oder 
20 Urin) ] in ein 1.5 ml Einmalreaktionsgef aS gegeben, 200 (il 
Acetonitril hinzugefiigt, gemischt, die GefaSwande frei- 
zentrif ugiert , und die Mischung 20 bis 30 Minuten bei 4°C 
inkubiert . Das Gemisch wurde 10 Minuten bei 1700 x g 
zentrif ugiert . Die Bestimmungen erfolgten in Doppelwerten 

2 5 mit den Uberstanden. 

Hierzu wurde 25 |il klarer Uberstand in ein Glasrohrchen 
(oder in ein Spezial-RIA-Gef aS von Sarstedt, Darmstadt) 
uberfiihrt, und 10 fj.1 Tracer ( 3 H-25-OH-D) , 300 ^il Assay- 

3 0 puffer und 100 \xl Vitamin-D-bindendes Protein (nicht in 

NSB) hinzugeben. Der Rohrcheninhalt wurde gemischt, eine 
Stunde bei 4°C inkubiert, und zum Entfernen von nicht 
gebundenem radioaktiven Tracer 100 jal Aktivkohlesuspension 
(aktivkohlehaltiger Phosphatpuf f er mit 0 # 1% NaN 3 ) 
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zugegeben . Der Rohrcheninhalt wurde gemischt, 3 bis 5 
Minuten bei 4°C inkubiert, und die Aktivkohle durch 10 
Minuten Zentrif ugieren bei 1700 x g pellettiert. Es wurde 
dann jeweils 400 |il Uberstand in ein ZahlgefaS (7 ml) 
5 uberfuhrt und nach Zugabe von 2 ml Szintillatorf liissigkeit 
wie Aquasafe® 300 oder HiSafe® III die im Uberstand 
befindliche Radioaktivitat gezahlt (2 Minuten in einem 
Beta-Counter) . Die Messwerte fur die Kontrollen nach 
Erstellung der Eichkurve sind in Tabelle 5 gezeigt. 

10 

Der Vergleich mit dem ELISA nach Beispiel 3 zeigt,~dass 
fur beide Assayverf ahren (ELISA und CBPA) in gilt, dass 
der Normbereich fur 25-Hydroxyvitamin-D im Plasma oder 
Serum etwa 25 - 125 nmol/1 ist . 

15 

Die Nachweisegrenze dieser Testsysteme wurde festgesetzt 
als B 0 + 2SD. Sie betragt etwa 2,5 nmol/1 . 

Kreuzreaktionen: Zu Aktivkohle behandeltem Serum wurde 25- 
20 OH-Vitamin-D 2 (125 nmol/1), 24 , 25- (OH) 2 -Vitamin-D 3 (250 
nmol/1) und 1 , 25- (OH) 2 -Vitamin-D 3 (250 nmol/1) zugesetzt. 
Das 25-OH-Vitamin-D 2 reagierte zu 60%, das 24,25- (OH) 2 - 
Vitamin-D 3 zu 100% kreuz, wahrend das 1 , 25 - (OH) 2 -Vitamin-D 3 
keine Kreuzreaktivitat zeigte. Ahnliche Ergebnisse werden 

2 5 auch fur erf indungsgemaSe multif unktionelle 25-Hydroxy- 

vitamin-D-Konjugate gefunden bzw. erwartet . 

Reproduzierbarkeit : In Wiederholungsmessungen (n=ll) einer 
2 5 -Dihydroxy- Vitamin- D 3 -halt igen Probe wurden nachstehende 

3 0 Resultate erzielt. Ahnliches gilt auch fur Messungen mit 

Hi If e der multif unktionellen 25 -Hydroxyvitamin-D-Kon jugate 
gemaS der Erfindung: 
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Tabellen IV 



Intraassayvarianz : 





Anzahl 


Mittelwert 
nmol/l 


VK% 


Probe 1 


32 


11.3 


12,5 


Probe 2 


32 


318 


7,2 



Interassayvarianz 





Anzahl 


Mittelwert 
nmol/l 


VK% 


Probe 1 


9 


9,9 


17 


Probe 2 


9 


310 


11 



10 

Klinik: 





Anzahl 


Mittelwert 
nmol/l 


Normalpersonen 


35 


54 


Patienten mit SchenkelhalsbrOchen 


43 


9,5 



15 

Fur die in Beispiel 3 genannten Proben wurden mit den 
Verfahren nach Beispiel 3 und 4 folgende 25 -Hydroxy - 
vitamin-D-Konzentrationen ermittelt . 
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Tabelle V 



Serumproben 
Nr. 


ELISA mit 
25-OH-D- 

Biotin 
nMol / L 


CBPA mit 
3 H-25-OH- 
D 

nMol / L 




Kontrollen 


ELISA mit 
25-OH-D- 

Biotin 
nMol / L 


Alternative 
Bestimmung 
nMol / L 


24 


32,9 


33,3 




K1 


Fehlwert 


20 (a) 


203 


36,8 


29,19 




K2 


76,8 


75-125 (a) 


963 


48,9 


38,4 




K3 


15,0 


20-33 (b) 


965 


21,8 


15,8 




K4 


51,3 


72-120 (b) 


NP 18 


57,0 












NP25 


67,9 




(a) CBPA mit 3 H-25-OH-D 

(b) Herstellerangabe 


NP 34 


82,4 




NP 37 


72,9 





Die von den Herstellern angegeben Werte waren generell 
5 hoher als die im kompetitiven Bindungsassay ermittelten 
Konzentrationen . Dies lasst vermuten, dass sich in den 
uberlassenen Proben bereits ein erheblicher Teile des 25- 
Hydroxyvitamin-D zersetzt bzw. durch Lichteinwirkung 
umgelagert hat. 

10 Beispiel 5: Kontrolle der ELISA- Bestimmung durch HLPC 

Es wurden daher in verschiedenen Proben die 2 5 -Hydroxy - 
vitamin-D-Konzentration durch ELISA gemaS Beispiel 3 und 
zur Kontrolle durch HPLC nachbestimmt . Fur die Eichkurve 
wurden Standards verwendet mit Vi t amin - D 3 - Konzent ra t ionen 
15 von 0, 8, 20, 50, 125 und 312 nMol/1. Alle Proben und 
Standards wurden in Doppelwerten bestimmt. Die 25- 
Hydroxyvitamin-D 3 -Konzentration der Proben wurde dann 
anhand der Eichkurve aus den Mittel der Doppelwerte 
berechnet . 

20 



Die Ergebnisse sind in nachstehender Tabelle VI gezeigt. 




Tabelle VI 



Probe 


25(OH)-Vitamin-D 3 [nMol/L] 




HPLC 


ELISA 


1 


20-33 


30 


2 


72-120 


76 


3 


79-102 


96 


4 


< 15 


< Nachweisgrenze 


5 


< 15 


7,4 



Beispiel 6: Langzeits tabili tat von 2 5-Hydroxyvitamin-D- 
5 Konjugat in der ELISA-Bestimmung. 

Es wurden Eichkurven mit gleichen Standardlosungen und 
Reagenzien gemaS dem Beispiel 3 nach 60 und 100 Tagen 
wiederholt, urn zu ermitteln, inwieweit sich eine ELISA- 
Bestimmung mit erf indungsgemaSen Biotin-25-Hydroxy- 
10 vitamin-D-Konjugat im Laufe der Zeit verandert, wenn die 
Reagenzien zwischenzeitlich bei 4 bis 6°C im Dunkeln 
gelagert werden. Die nachstehende Tabelle zeigt die 
jeweiligen optischen Dichten nach 3 0 Minuten Entwicklung 
(siehe Beispiel 3) 



15 
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Tabelle VII 



Standard 


Standard 


Doppefwert 
zu Spalte 1 


Nach 60 
Tagen 


Doppelwert 
zu Spalte 3 


Nach 100 
Tagen 


Doppelwert 
zu Spalte 5 


nMol/L 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


NSB 






0,191 


0,280 


0,088 


0,109 


0 


2,256 


2,182 


2,227 


2,285 


1,471 


1,562 


8 


1,845 


1,861 


2,041 


2,125 


1,345 


1,366 


20 


1,432 


1.456 


1.860 


1,903 


1,079 


1,060 


50 


0,625 


0,612 


1,293 


1,214 


0,610 


0.690 


125 


0,287 


0.261 


0,606 


0,615 


0,442 


0,329 


312 


0,156 


0,176 


0,448 


0,434 


0,293 


0,257 



10 



Werden die Werte der verschiedenen Eichkurven, abzuglich 
der jeweiligen nichtspezif ischen Bindung, in ein Diagramm 
nach Figur 3 aufgetragen, so ist leicht ersichtlich, dass 
die Eichkurven abgesehen einer relativen vertikalen 
Verschiebung die geliche Form besitzen. Dies zeigt, dass 
sich die Empf indlichkeit und Spezifitat der ELISA- 
Bestimmungen liber den genannten Zeitraum nicht verandert 
hat . 



Beispiel 7: 25 (OH) -Vi tamin-D 3 -ELISA-MTP mit anti-Vitamin- 
D-Bindungsprotein 

15 Der Versuch erfolgte im Wesentlichen nach dem Protokoll 
von Beispiel 3 und dem in Figur 4 gezeigten Prinzip. Es 
wurden folgende Puffer verwendet : a) Waschpuffer: PBS, pH 
7.4 mit 0.05% Tween-20; b) Assaypuffer: 5 g Casein wurden 
in 100 ml 0.1 N NaOH gelost und mit PBS, pH 7,4 auf 1 1 

20 aufgefullt. Dann wurden 3% (w/v) PEG-6000 sowie 0.1 g 
Thimerosal hinzugef ugt . Alle Inkubationen erf olgten im 
Dunkeln und unter Schiitteln. 
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(i) Beschichtung der Mikrotiterplatte 

In die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte wurden jeweils 
100 fil Kaninchen-anti-Vitamin-D-Bindungsprotein in 60 mM 
NaHC0 3/ pH 9,6 gegeben und die Platte iiber Nacht bei 4°C 
5 inkubiert. Die Losungen wurden entfernt und jede Ver- 
tiefung fiinfmal mit 200 /zl Waschpuffer gewaschen . Dann 
wurde 250 fil Assaypuffer in jede Vertiefung gegeben und 
die Platte eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert . Der 
Assaypuffer wurde entfernt und eine jede Vertiefung 
10 fiinfmal mit je 200 fil Waschpuffer gewaschen. 

(ii) Probenvorberei tung 

Es wurde 50 fxl Serum, Plasma oder Standard in einem 1.5 
ml Eppendorf -Reakt ionsgef aS mit 200 fil Ethanol abs (vor- 
gekuhlt auf -20°C) gemischt, gevortext und dann 20 
15 Minuten bei -20°C ausgefallt. Die Proben wurden in einer 
Eppendorf -Tischzentrif uge bei maximaler Umdrehung zentri- 
f ugiert . Der Uberstand wurde abgenommen und im ELISA 
eingesetzt . 

(Hi) ELISA 

20 Als Erstes wurde in eine jede Vertiefung 100 fil Vitamin- 
D-Bindungsprotein, verdunnt in Assaypuffer, gegeben und 
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde die 
Platte ausgeschlagen und eine jede Vertiefung fiinfmal mit 
je 200 ^1 Waschpuffer gewaschen. 

25 

Danach wurden je 100 fil Biotin-Vitamin-D, verdunnt in 
Assaypuffer, zusammen mit lOjil Standard, Probe oder 
Kontrolle in die Vertiefungen gegeben. Die Platte wurde 
24 Stunden bei 4°C inkubiert. Die Losungen wurden 
3 0 wiederum entfernt und eine jede Vertiefung fiinfmal mit je 
200 fil Waschpuffer gewaschen. 



Als Drittes wurde jeweils 100 ;il Peroxidase-gekopppeltes 
Streptavidin einer 1 : 10000 -Verdiinnung in Waschpuffer in 
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die Vertiefungen gegeben und 45 Minuten bei Raum- 
temperatur inkubiert . Die Platte wurde ausgeschlagen und 
jede Vertiefung fiinfmal mit je 200 fil Waschpuffer 
gewaschen. 

5 

Fur die Farbreaktion wurden 100 fil TMB- Subs t rat -Losung in 
jede Vertiefung gegeben. Nach ausreichender Farbent- 
wicklung (30 Minuten) wurde die Reaktion mit 50 fil 2M 
H 2 S0 4 pro Vertiefung beendet . Die Messungen der optischen 
10 Dichte erfolgte bei 450 nm. Es wurden ahnliche bis 
gleiche Ergebnisse erhalten, wie in Beispiel 3 "bzw. 
Tabelle V. 



Beispiel 8: Inhalt einer Testpackung bzw. eines 
Reagenziensatzes zur Bestimmung von 25- 
15 Hydroxyvitamin-D und let, 2 5 -Hydroxyvitamin-D : 

Inhalt der Testpackung bzw. Testreagenzien und deren 
Vorbereitung : 

2 0 Standards, bspw. 6 Flaschchen 2 5-Hydroxyvitamin-D- 
Standards mit den Konzentrat ionen 0, 8, 20, 50, 125 und 
312 nmol/1; gebrauchsf ert ig in Waschpuffer. 

Mikrotiterplatten, bspw. mit Streptavidin beschichtet, 
2 5 steril verpackt und vorgewaschen . 

Puf f erlosungen, bspw. Waschpuffer, NSB- Puffer und 
Assaypuf f er , Stopplosung. 
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Kontrollen, bspw. zwei Flaschchen 25 -Hydroxyvitamin-D - 
Kontrollen in Humanserum. Kontrolle 1 (30 nMol 25-OH-D/L) , 
Kontrolle 2 (80 nMol 25-OH-D/L) . 




• 
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Tracer, bspw. ein Flaschchen mit Biotin-Vitamin-D (25- 
Hydroxy-Vitamin-D 3 -3p-3 ■ [6-N- (biotinyl) hexamido] amidopro- 
pylether) in Waschpuffer (100 ng/ml) 

5 Vitamin-D-Bindungsprotein, bspw. ein Flaschchen mit 
Bindungsprotein aus Ziegenserum in Phosphatpuf f er mit 0,1% 
NaN 3 als Stabilisator . 

Marker, bspw. ein Flaschchen anti-Kaninchen- IgG- 
10 Peroxidase in Waschpuffer. 

TMB-Entwicklerlosung, bspw. ein Flaschchen stabilisierte 
Tetramethylbenzidin-Entwicklerlosung in Waschpuffer . 



15 
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PATENTANSPRUCHE 
Vitamin-D-Derivat der Formel : 




worin ist: 

O das Sauerstof f atom einer Ethergruppe; 

X eine subst ituierte oder unsubstituierte Kohlen- 
wasserstof f stof f gruppe von 0,8 bis 4,2 nm 
Lange, die ubliche Heteroatome wie S, 0, N oder 
P aufweisen kann; 

Y Wasserstoff oder Hydroxy; 

A eine Tracer-Gruppe , die von einem bindenden 
Protein mit hoher Affinitat gebunden werden 
kann ; 

R eine substituierte oder unsubstituierte Kohlen- 
wasserstof f -Seitengruppe von Vitamin-D oder 
eines Vitamin-D-Metabolits , eine Seitengruppe 
von Vitamin-D 2 oder D 3/ die 25-Hydroxy-Seiten- 
gruppe von Vitamin-D 2 oder -D 3 . 



Vitamin-D-Derivat nach Anspruch 1 # wobei A ausge- 
wahlt ist aus Biotin, Digoxigenin, Tyrosin, FITC 
substituiertem Tyrosin, substituierten Aminosauren, 
charakteristischen Aminosaure- und Pept idsequenzen, 
FITC, Proteinen und Peptidgruppen, Protein A, 




Protein G, Vitamin-D-Derivaten, 25-Hydroxyvitamin-D . 



Vitamin-D-Derivat nach Anspruch 1, wobei A eine 
Verbindung ist der Formel (I) , welche in der 3p- 
Stellung iiber eine Etherbriicke mit der 
Abstandsgruppe X verbunden ist. 

Vitamin-D-Derivat nach irgendeinem Anspruch 1 bis 3, 
wobei die Abstandsgruppe eine Lange von 0,8 bis 2 
nm, besonders bevorzugt 0,9 bis 1,5 nm. 

Vitamin-D-Derivat nach irgendeinem Anspruch 1 bis 4, 
wobei die Abstandsgruppe eine Aminocarbonsaure- , ein 
Aminoundecansaure- oder ein Aminopolyetherrest ist. 

Verfahren zur Herstellung eines Vitamin-D-Derivats 
nach irgendeinem Anspruch 1 bis 5, umfassend die 
Schritte : 

a) Cyanoethylierung von 25-Hydroxy-Vitamin-D mit 
Acrylnitril in einem Gemisch mit Acetonitril, 
Kaliumhydrid und tert-Butanol und 

b) Reduktion der Nitrilgruppe mit LiH/LiAlH 4 . 

Verfahren zur quant i t at iven Bestimmung von 25- 
Hydroxy- und la, 25-Dihydroxy-Vitamin-D-Metabolit in 
einer Probe, dadurch gekennzeichnet , dass ein 
Vitamin-D-Derivat nach irgendeinem Anspruch 1 bis 5 
als Bindungspartner eingesetzt wird. 

Verfahren nach Anspruch 7, wobei das Verfahren eine 
Proteinbindungsanalyse umf asst . 

Verfahren nach Anspruch 8, wobei das Verfahren die 
Bindung an einen Rezeptor umf asst. 
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10. Verfahren nach Anspruch 8, wobei das Verfahren eine 
Bindung an einen Antikorper umfasst . 

11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei das Verfahren ein 
5 kompetitiver Immunoassay ist, ausgewahlt aus RIA, 

EIA/ELISA, LiA und FiA. 

12. Verfahren nach Anspruch 10 , wobei das Verfahren ein 
Sandwich- Immunoassay ist, ausgewahlt aus IRMA, 

10 IEMA/EUA, ILMA ( Immunolumineszenzassay) und IFMA 

( Immunof luoreszenzassay) . 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 12, 
umfassend eine feste Phase, ausgewahlt aus. 

15 Mikrotiterplatte und anderen festen Tragern, 

Mikropartikel, bevorzugt aus Agarose, polymerem 
Material, Cellulose, magnetische Mikropartikel . 

14. Verfahren nach einem Anspruch 7 bis 13, wobei das 
20 Verfahren automatisierbar in Flussig- oder Festphase 

erf olgt . 

15. Verfahren zur Bestimmung von 25-Hydroxy- und la, 25- 
Dihydroxy-Vitamin-D-Metaboliten nach irgendeinem 

25 Anspruch 7 bis 14, umfassend die Schritte : 

a) Beschichten eines festen Tragers mit 
Streptavidin; 

b) Zugabe von Biotin-Vitamin-D-Derivat nach 
irgendeinem Anspruch 1 bis 5; 

30 c) Zugabe der Probe und einer definierten Menge 

Vi t amin-D - bindende s Prot e in ; 

d) Bestimmung des gebundenen Bindungsproteins mit 
markierten Antikorpern gegen Vitamin-D-bindendes 
Protein . 
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Verfahren zur Bestimmung von 25-Hydroxy- und let, 25- 
Dihydroxy-Vitamin-D-Metaboliten nach irgendeinem 
Anspruch 7 bis 14, umfassend die Schritte : 

a) Beschichten eines Tragers mit Antikorpern gegen 
Vitamin-D-bindendes Protein; 

b) Zugabe von Vitamin-D-bindendes Protein; 

c) Zugabe ,der Probe sowie einer def inierten Menge 
Biotin-gekoppeltes Vitamin-D-Derivat nach Anspruch 
1; 

d) Bestimmung der Menge gebundenes Derivat mit 
markiertem Streptavidin . 

Verfahren nach irgendeinem Anspruch 7 bis 16, wobei 
die Bestimmung erfolgt durch Markierung mit einem_ 
Enzym, das eine Nachweisreaktion katalysiert. 

Reagenziensatz zur Bestimmung von 25-Hydroxy- und 
la, 25-Dihydroxy-Vitamin-D-Metaboliten nach einem 
Verfahren gemaS irgendeinem Anspruch 7 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet , dass er eine standardisierte 
Menge Feststoff oder Losung eines Vitamin-D-Derivats 
gemaS einem der Anspriiche 1 bis 5 aufweist. 




anti-Vitamin 0 



